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論 文 内 容 要 旨
序論'
ポリ乳酸ニス勇 レ(PLへF専1)はトウモロコシ澱粉などの再生可能な鞭 原から生産される自然循環型
プラスチックであり(Fjg勿、既存の化学江業搬 こより大量生産う河能である。ポリ乳酸 まこれまで開弛り進
ん⑥ 、た他の生扮解プラスチックと比絞して、ガラス転移点が高い、引弼 鍍 が高いといった点で成碓i姓}こ優れ
ており、また従来の石油化学合成樹脂と比絞しても引けを取らない陵性を有している(恥】e1)。そのため、HA
は自然翻 生プラスチックの中でも近年特に注目されており、トヨタによる自動車部聯 朔、ソニ
rのMD製 纈 オ、ゴミ袋 台所での水切り袋 食品包装容器資材などの様iな々用途}こ対ナる製蹴 発お
よび生産販i趨ミ進んでいる。2002年より米国カー ギル・ダウポリマ』社では年間14万トン生産する大規模なポ
リ馴酸プラントが稼動しており、今後ポリ撃贋卿 低綿 こよる普及が期待されてい盗 ところがこの様なポ
リ乳酸製畢の普及の一方で、自然界におけるポリ乳酸:ρ分照 コ緩慢であり、±壌#に哩没した揚創コま年単位の
時間を必要とすることが問題となっO・乱
→拠こ生購 牲プラスチックは、環麟 の水と微生物 ワ分泌する酵熱こより、微生物捌縮 よ単位まで高
分子結合が凱断され(第一毅陶 、微生物に取り込まれて炭襲ガスと水に分解される(第二段鞠。すなわち生分
解性プラスチックの分解速虜オ第一 こよる分鰯 輔 こなると考えられる。ポリヒドロ
キシブチレート並㎝こポリカプロラクトンなどの生分窮牲 プラスチックにα ・ては、分解菌 分解酵素 酵素遺
伝子にづいて多くの研究 う§なされてきたが、ポリ珊 の微生物分照 こ関する研究ま少なく、コンポストにおける
ポリ孚晒辮 もしくは既i存の酵素であるPm曲K:や 糸伏菌リパ ゼーによる酵i蓑分鱗が知られているにずぎ
なかった。またこれまでの知見から、ポリ乳酸囎 ま継の生分解牲プラスチックに対する分解菌と比較して、
その存在率う細!・ことが示され7ていた、
以hのような背景から本研究室では、今後拡大カヨ予想されるポリ乳酸糧 使用による環境負荷を未然に防止す
るために、19田年よりポ呼 晒紛 解菌およひポリ乳駿旛 酵素の研究を行ってきた,本研究室の中械ま菖城県
内300箇所からのスクリー ニン頻 こより、!㎞幟 瞬 甲.と同定したポリ乳酸分解菌K104-1株を取得した
G触31。さらに∠㎞融 鱒 甲K104-1株の判 ヒポリ孚晒勲 培養上清より、ポリ顎 一
に世界で初めて成功し(Figs)、その諸性質を明ら魁こした(距b引e⑳★。 本博±学位論文ではmO4-1株から
精製されたポリ乳酸頒 酵素の解析と応用研究をさらに進めるために、1)ポリ孚1酸分鯖酵素の遺伝子クロー ニ
ンクおよびその解析、2)5卸 加1隅 砺 伽1326株をホス トとした発現系の構築およびリコンビナントタ
ンパク質の精製、さらにシ勿 フLペプチドのプロセシンク機構を解明した また、:本酵蒋まポリ乳酸頒1酵素で
ある一ラ妖 カゼイン分鯛 舌陛を有しO・ることが明らかとなっn・る(lhbk}紛。 本酵素による様iな々基質 こ対
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する欄 擶 た鵬Dプ ロテア」ゼとしての瀕 を検批a2)分糧 蛎 螺 リ繊 鰐 酸 フ
ィルムなどを基質としたときの分解作用について検討した』
*N曲 皿aKe仁a1り4艇五h伽 酬6'7:345-35a(2001).
第1章 ポリ蝋 酵索遺伝子のクローニング
本酵素の内部アミノ酸配列を決定ザるため、抽η戯 細 甲.K104-1株の乳1ヒポリ乳駿を炭索1原とした液体
培養上清中よりポリ乳酸分触酵素を精製し、その酵素精製漂品を厩1endqp晦 で昼艮定分解を行った(F培
ゆ。 得られたべプチ}噺片のアミノ酸野1からプライマ』を設計し、PCRにより内部遺伝子配列を増幅し、プ
ローブとして使用した。サザン7・イブリダイゼーションおよびコロニ}ハイブリダイゼLションの線 約
1qOOO個のコロニーから7個の陽性コロニーを取得した6塩基配列を決定した44嫡pの中に238アミノ酸残
基、推定分子量2ら225のタンパク質をコー ドする71曲pからなる㎡ を見出した(晦 ③。また(㎡のqc%は
69.47%で、放練闘寺有である高 ・GC%を示してレ、た。角礁 本 αゴがポ野 酸 旛 酵素趨云子をコード
しており、精襲鋒素のNl糊および内部酉洌 を含み(F壇G下線部 、精製した酵素では椎定開始メチオニンから
35アミノ酸鐘 吹 失しn・る事が明らかとなった。更に、塩基配　肋・ら予測した精製酵素の推定分子量
⑳,鰻 、棚 一蝕 ㎝ ㈱ 戦 し樋 剛 力轍 し繍 轍 め、㎜1㎜ ・螂
で精製獺 量を測定した その詰果 精製鮒 ま20,904であることが判朋 し(Eig.の、また塩基
配列および准定したアミノ醐 酬ゆ正確性も確認された』アミノ酸レ9一 課から、本酵蒋よ真
核生物のトリプリンファミリー の属するセリンプロテア」ゼ を約30%の桂積牲を有Uま たセリンプロテアーゼ
活性申心残基であるH玲A釦,Serが本酵素にも保存されていることを見出した(F培81。
第2章 ρ1ゴ遺伝子発現系の構築 と組換えPLDの精製お よび成熟型PLDの生成機構の解明
加 購 細 甲K104-1株によるポリ乳酸齢 露 ま100μg/5Lと少なく、不十分であった』本酵
素の更なる解析を行い、工業的 ご利用するためには高発現系の構獺 泌須 であ乱 ところが大腸菌蔭発現させた
場合、IHGによる誘導とともに溶菌し、タンパク質の罹製}=遜灘であった。そこで鋤 舳!脚 掘 伽1326
株をホス トとして用いることで高発現系の構築を試みた、ベクタ→ ま5珈 伽1隅 と大腸菌とのシャトルベク
タrpUC702を用し＼YEME培地でチオストレプトンを選択マ」「カーとして用い島CM・5PW、P螂・5PW
カラムクロマ トグラフィー による精製過窪宏経て、2リットルの培養液から約650μ9の組換えPLD(rPLDを
得ることに成功し島 これは沈η幽 鱒 叩.K104・1株の培養上清からの精製量よりも約16倍に相当する収
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量であった。比醐 ま榔 箪K:104・1から精製したPLDとほほ旨致tへ5鞠 加 隅 で発現させ
たrPLDも正しい高次構造脅網 寺しη ・ると考えられた。
このrPLDの発窺および精製過程において、適切な培養日数を調べる目的で培養廿青を経時的にサンプリング
しSDsr踏GEに供した その結果、培養3日目、5日目において、精製fLDよりも若=F大きい分子量を持
っタンパク質が見出された』そのタンノくク質はPLD抗隅こ対して反応し、且っそのタンパク質のアミノ酸N末
端アミノ酸藪 臆PLDの推定開始メチオニンから数えて幻 番目のアミノ酸からはじまることから、PLDの前
駆体であることが明らかとなった プロテア」・ゼザイモグラフィでは 成糊 慰 §あるのに対し、プロ体
で帽活性を確認できなかった。以上の結果から本酵熱まプレプロ体で発現し、プロ体として分泌された後プロセ
シングを受け、活性を有する成熟体となることが明らかとなった(F壇{》。
第3章 ポリ乳酸分解酵索による分解維用
1.プロテアーゼ としての性質
本酵蒋まポリ顎 紛 解酵素でありながらカゼイン分鯛舌性を有しており 伽bk}3)、セリンプロテアLゼ活性
中L功i裸存されている(F塩a。ポリ乳酸り昧鰯 こセリンプロテア」ゼ活性中心が関与しているかを調べるた
め、活性中己残基をA】aに置換したH74A、D皿A、S195Aをそれぞれ作製し活性を測定した』その課 こ
れらのm励tPLDは プロテアーゼ活性とポリi一 ζ失っていたことから、ポリ糊 昧分解
活性にはセリンプロテア」ゼ 活性中・Lが関与しη 、る事が強く示唆された,;本酵素の合成 聖質に対する特異性を
謙 蘇 トリプシンやキモトリプシン活隙 淀用(わ合成顯 ζ対してPLDは締 性を示さず エラスタ
ー醐1一 ζ対しての購 ミ確認された(止b】eの。またPLDはエラスチン分解固生を持
っているカミ逆にエラスタ 一ーゼ(Pb曲epanc!曲cdas曲eI;PPEI)「ぐはポリ孚頃鞭 牲揖認められなか
った(囲eの。PLDの活性はDFPにより強く阻害され、10由MのPMSFにおいても阻害された6しかしな
がら、エラスター ゼに糊 麟 『であるエラスタチナ」「ル窃よ:PH)は全く阻害されなカリた 働 】e成以
上のような墓質特異性郁壁 剤 ζ対す窃影響噛 輯 よPLDをトリフシンファミリー に属するプロテアLゼと
して躁ヒ場合、以下に述べるようなことが関与し0・ると考えられ喬 すなわちP1サ イ トに関わると予想さ
れるアミノ醐i典型的なトリプシンファミリrのいずれの酵素とも異なっn、ること、また トリフシンファミリ
ーでよく保存されているジスルフィド結合((加191、(脚)がPLDに 存在しないことである(Fig1σ)。
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2。ポ リ糊 こ対する分解維用
次にP:LD応用の目的である不溶性i高分子ポリ乳醐 ζ対する分解 舌性について検討した 分子量22万の不落牲
ポリ乳醐 こ対してPLDを1乍用させると徐々に分解されて可溶牲となる。またこの肩聡牲画分から乳酸う験出さ
れた』『このことからPLDは不溶性ポリ乳酸に対しで乍用し、糊 こ馴酸にまで分解する活性を有す:ることが
判明した またPLDの各陸生分唖牲 プラスチックに対 す「る吸着性を調ドたところ、本酉繍 訂 燃 牲
フラスチックにも吸着した瓜 それらの分瞬まPLへのみでしかおこらなかった億g.1玖B)。また、本騨 ま
PLAフィルムに対しても:分解作用を示し、その活性}ゴ加工用に可塑剤が含まれているフィルムや市販ポリ乳酸製
品に対しても変わらず 分解産物として罰酸を検出したG当g.喚Bl。
第璋 総合論義
本博±論如こおいて、ポリ乳駿分角購 遺伝子の発現後からポリ乳酸の分解にいたるまでの磯構を明らが こし
た』PLDは5蜘 切㎎ 伽 伽 で発現させた揚合、プレプロ体で発現し、8伽伽 のシクナ レ母プチタL
ゼによりプロ体として菌俸外に分泌され、栽 のプロテアーゼもしくは自己分照こよって成撚 こなると考えら
れる。さらに分子量20,9D4の囎 体となったPLDは分子量22万の不溶性ポリ罰酸およびフィルムに吸着し、
活性中心残基His、A甲、Serが関与する加水分解によって、最終的に乳駿にまで加水分解さ紘 以上のこと
から、:PLDl㈱ こポリ乳酸の環瞳循環リサイクルに応用しうると考えられ喬
賭
本博±論文で予ま以下めことを明らかとした』
1.ポリ季騰(pm)遺 伝子のクローニング及び発現 リコンビナントタンパクの精製を行った
2.PLDはp瞬 体で発現しη 、る。発現後阻動 、およびSer35のカルボキシク㎎ 則でそれぞれプロセシン
グを受け、分子量20,904の成熟体になって初めで活性を有する
3.PLDに保存されているセリンプロテア」ゼ活性中心残基}Hs、鋤Serは、ポリ乳酸分解醐 こも関与し
ている
4.PLDは不溶性のポリ乳酸を分解し、その最終生成産物は季1酸である
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原 著 論 文.
MatsudaE.,AbeN,,KanekoJ.andKamioY.Cloningandexpressionofthepoly(L-lactic
acid)depolymerasegene(ρ1のandcharacterizationoftherecombinantPLD.
∫ βaoεθrゴ〇二(投 稿 中)
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'T'able1.Propertyofbiodegradablepolymersandpetrochemicalplastics.
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Table2.ThepropertiesofpurifiedPLA-depolymerase.
Molecularweight
pl
OptimalpH
Optimaltemperature
pHstabilityｰ
職 副 鋤ili敏α
24,000(SDS-PAGE)
9.3
9.5
55-60ｰC
<pH7(>100%),>pH8(68-84%)
<30。C(>70%),>60。C(く20%)
aRemainingactivityisindicatedbypercentage.
Table3.Substratespecificityoftheparifiedenzyme.
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15006AAGCCC6C6AAGAAGAAC6CCG八CA《GCCCTGA6ACATCGAATGCAC6GCC6CC6CGTAG丁ACGGCTGCAGCGTCCGGTC6CCCAGCGCCCACA6CCAC
16006CCACCGCC6CGACGA㏄AGGACCGCCCCCACCGC6ATCCGCTCG㏄ACGCCCCATCCGCA㏄丁CGGCT6τCAGO6TC《TGACTCCCCCTCCG6TTCCCT
1700GC㏄66AAACGCTAG6GCGATGCGACGCCGGAGT㏄TCAAGCCGCGGGTC6ATCTTC6丁㏄AC C66』醍}GrrGAGCCGεAACAGTACG6G直ACTGCACOT
1800AG6CCGCTCGCAGCAATAAATACG6AT丁CGACCG画TCGTC6GrτGCGGハ[醗G6CAACτCGGACAATCTCC6臓G丁TCGGτCCCCACCGG
(一35)(一10)
1900C「「「τCCCCCGCACGGτTCTCCC㏄GCGCGAAAAGGAGTCAGCGTGAAAT丁CGGCAAGTτC6T㏄τGC 6GCCGCGAGCACCGCACT6GCCGTCGTCG6㏄
rbs,〃 κF6κFゲ ∠ ∠ バ 濯3r刃 ∠"ソ ソ6∠
2㎜T(鵬CG6T㏄G㏄㏄G㎜CAGCA㎜備 ㏄㈱ ㎜ τα玖TCA丁CG6T㈱A6C晶CG㏄繍i轍 τGG6CGG㎜GCTGπCGT
66ρ4'4/4〃51'ρ0,40ρ5'1置6GS爬ATSGP脚AARLFV
2100CAACGGCCGGCA6AACTGCACCGCGACGA丁CATCGCCCCGCAGTACAT㏄τCA 6C A6CAC GCGTCAGCA6CT㏄G6CA㏄丁A AC τTCCGCATC
麗GRO閥CTA丁llAPOYIL.τ'AKHCVSSSGTYτFRl
2200GgCAGCC丁GGACCAGAC6《GCG6CGGCACGAτ㏄ ㏄ACCGG T㏄ACGATCACGCGCTACCCGGGCτCC6CC6ACCTGGOGAτCGτ㏄GGCTCA㏄ACCT
GSLDOτSGGτ 蘭ATGSTITRYPGSADLA量V飛LTTS
2300CGGTG《ACGCCA㏄丁ACTCG㏄ACTCGGCAGC6TCGGTGACG丁丁τCGGTCGG㏄AGAACG丁C丁CG6τCTACGGCTGGGGCGCGA㏄AGCCAGTGCGGCTC
V閥ATYSPLGSVGDVSVGO閥VSVY'6尉GA丁SOC6S
2姻C働GAT㈱TGCCA6TCGCGGTACC丁㎝ 論 百醜GGTG㈱ τ㎝CTCGAτCAGCTGCA鰍CTAC^CC㈱66CGT鵬GT6TGCGCG晶C
El国COSRYLKVATVRV髄SISCSDY丁GGVAVCA困
2500CGCG1℃AACGGCATCACC6CCGGC6GC〔…A TC G GGCCC住A●「GTTCGCτ「 CGGCCGCCAGG丁CGGCGTC6CGTCGA㏄AGCGACCGGGTGAACAACA
RVNGITAGGDSGGPNFASGROVGVASTSDRVNNT
2㎜C膜CGIA轡CITC響G耳AT望CIGCIG警響 轡CITC;GAπ㎜ 幽CGCGC細 騨 唖
鑑羅 懸麟ll撚藩灘1羅縦1窺篇灘1灘匪欝灘1撚1羅灘蹴ll麗
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Fig,7.Molecロ董armassmeasurement
ofPLDusingMALDI-TOF-1VdS.
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S.coelicorA3(2)
Ratkallikrein
ShrimpChymotrypsin
RbsquitoTrypsin
Crabbrachyurin
▼
1:VKFG胴L頃AST患WGL㏄P…)STPQAOPSIl㏄S腎A-TS6剛A-ARLFWGRO閥CτAT日APOYlLTA闇C-VSSSGW
1:一一一一一一一一一一一一一一一一閣A八LLSALALSPTASAVEPRP6D6GPOPllGG6YA-r口閥AP尉A一ARLFSGGRQTCTSTllSPTWILTAKHC-VSGG開LA
1;一一一一一一一一一一一一一一一一一柵 『LlLFLALFL6GlDAAPPVQSRllGGF麗CEK凹SG剛H一一VAVYRFARY㏄G6VLLD酬りWLτAAHC-YHDK-Y
1:一糊lG旧_SLLLVCVAVASG閥P瓦AGKP欄くSPKPLVDPRlHL腿AτPRlVGεVEA-TPHS鼎HOAALFlDD闘YFCGGSL旨SSE割LT酬C一一→』D6AGFV
1:閲KTlIV目LCWSAFAGYAEDL肌日(閥㎜PLGU三D-FEEPWEGR}V㏄閥EVPlSOFPYO-LSLRO腿㎝HIG6ASllSS鼎ALSA州CTFP輔PSV畝1
1:lVGGVEAVP閥S㎜ ⊃HQ一一AALFlDD隅YFCGGSLlSPEWlL丁貞AHC一一 →閥DGAGFV
**寧......*,..串.寧.象*
PLD
S.coelicorA3(2)
Ratkellikrein
Shrimpαhy冊{⊃trypsin98:EVVL6AH四lR㎝EASQVSlTS丁DFFτHE㎜S碍LL
醗osquitoTrypsin98=丁FRA6SASRLT6GTlFO《AQll←HHGY瑚A麗M_
Crabbrachyurin53;DVVLGAH凹lREDEA丁OVτIOSTDFτ一HE麗Y閥SFVl
*
▼
86:丁FRlGSLDQTSG6了燃1「GSlrl丁RYPG一一一一一一一一 一一一SADL汽IVRLτ了SVNA丁一YSPLG-SV-GDVSVGG剛SVY6騨6ATS一一一QCG
79:一FRIGSLDQGSGGTVANGVOTVTSPSADLALVRLDRSVSAT-YARLG-OP-GTVRVGDSVOYYGNGATS-RCG
77:QV肌GKM潤RFEDEPSAOH創_lSKAlPHPGF蘭隔SU」旧(DHτP蘇P印DYS睡DL翻_VRLKKPAEl丁DVVKPlDLP丁一EEPTVGSRCLAS鉗GST了P丁EEFE
T皿lALlRLPSPVSLトS閥lK丁VKLPSSDVSVG丁TVTPT{鞘GRPS-DSA
囲DVCVlRmSFT6丁HAPiHV-PSGTAF田GTRSWS㎝GL丁〔}一〇G
SゆlAVVRLPVPVTL丁AAIA丁VGLPS丁→ V6TVVTPT6窮GLPS-DSA
#_*
▽
PLD182:SEINCOSRYLKVATVRVNSI-SCSDYTGGV-AVCANRVNG-ITAGGDSGGPhlFASGROVGVAS-TSDRVNNTA-YTNITRYRSWISOVAGV-
S.ooelicorA3(2)173=SEIMCQSOYLKV鮒SVTQG-CYDAYYGOA-IC岨PVDG一幽fTAGG SGGP鼠MA6GVQVGVAS-TSDROτ丁丁A-Y丁m/TAYRS尉IOSVAGV-
Ratkaliikrein202:YSHDLQCVYLELLS闘EVCAK-AHTEKV丁DT一一組CAGE醍DOGKDTCVGDSGGPLICDGVLOGl丁S騨G→TPCALP榔P61YTKLlEYRS騨lKD田A冊閥P
ShriゆCh抑otrypsin203:SGlSDVLROV剛P鞭T閥麗DCDSWGlVG卜WCH}GT㏄KSTC紀GDSGGPLH田㎝TrGlTSF6SSAGCEKGYPM-FTRW㎜脚lEOKTGVτP
鯖osquitoτrypsln203:GS-LP州LRAVDIPWAQ酊C-QA㎝GSGRlL欄CA-GEPGRDSC開6DS6即LVτGGROFGlVSWGAVACGG翼1ム6-WA卿G閥AGVRHFlS㎝T6V
qrabbrachy町in157:LGlSDVLROVDVPl→1国S潮)CDAWGlVTD6HCl-DSTGGKGTCDGDSGGP田YI沿LTYGlTSFG触ハGC臥GYPDAF丁RVrrFL-DWlO丁0丁GITP
....,......****林,**.*......*..
Fig.8.AminoacidsequencealignmentofPLDandrelatedproteins.Theasterisksinthebottomofthealignmentshow
sameaminoacidamongsixproteins,whereasdotsindicatesimilaraminoacid.Trianglesareshownactivesite,whichare
consewedinchymo卿s血 ㎞ily.Com画sonof血e面no㏄id隅uenceofPLD㎝do血ersedneproteおe丘om
prokaryoteandeukaryoterevealedthatPLDexhibits67%identityand74%positivestoputativehydrolasefrom
StreptomycescoelicolorA3(2)(30),26%identitiesand41%positivestopreproproteinforkallilreinfromMastomys
π4∫α1θ即 融(A飼canso丘 一fUrredrat)(31),29%identitiesand45%positivestochymotrypsinBlf沁m加gρεη4eμ5vロ朋4η 昭'
(Pacificwhiteshrimp)(32),30%identitiesand45%positivestotrypsin-likeprecursorfromCulezpipierrsquinquejasciatus
(southernhousemosquito)(33),29%identitiesand44%positivestobrachyurinfromAtranticsanfiddercrab(34),
respectively.
一427一
Tab畳e5.Ef艶ctofvariousenzymei曲ibitorsofthepurifiedrPLD.
Inhibitorｰ Concentration Residualactivity(%)
rPLD PPEIb
DFP
PMSF
Elastatina]
1mM
IOmM
lmM
10mM
O.1mM
0
0
93
19
114
0
0
114
90
0
eDFP,diisopropylfluorophospate;PMSF,phenylmethylsulfonylfluoride.
bPPEIisshowninTable4.
PLD
PPEI
RPEl
BovineTrypsin
BovineChymoA
PLD
PPEI
RPEl
BovineTrypsin
BovineChymoA
PLD
PPEI158:YAICSSSSYWGSTVKNSMVCAG-GUGVRS
RPE1158:YSICSSSSYWGSTVKTTMVCAG-GUGVRSI
BovineTrypsin149:DSSCKS-AYPGQ看TS酬FCAGYしE6GKD
BovineChymoA167:NTNCKK-YWGTKIKDAMICAG-ASGVS
57
1:一IIGGS"ATSGPWAARLFV閥GRQ國CTATIlAPOYILT用(HCVSSSGτY丁FRI6S-LDQTSGGTMA65
1:WGGTEAORNSWPSOISLOYRSGSSWAHTCGGTLIRONWVMTAAHCVDRELTFRVWGEHNLNONDGYEOY71
1:一一 一WGGAEARRNSWPSQlSLQYLS6GS冊HTCGG丁URRWW丁岬 ρVSSQMTFRVVVGDHNLSONDGTEQY71
1:一IVGGYTCGANTVPYDVSL-NSG-YHFCGGSLINSQWWSAAHCYKSGIQVRLG-ED-NINWEGNEOF66
1:C6VPAlOPVLSGLSRl鴨GEEAVP6SW剛QVSLODK丁{}一一別FC6GSLI旺冊VV]「脚CGVTTSDWVA-6EFDOGSSSEKlOK83
102
66:丁G-STlTRYPG一一一SADLA[VRLTTSVNA-TYSPLGS-VGDVSV-GQNVSVY-GWGATS-QCGS-ElNCQSRYLKVATVR140
72:VαVQKlWHPY㎜τDDVAAG¥0【AU.R【ムOSVτ田SWQLGVLPRAG丁llゑN閥SPCYlTGWqLTR一丁齢QLAQτLQQAYL-PτVD157
72:VSVQKlMVHP丁WNSN四VAAGYDIALLRLAQSVTL期鳳YVOLAVLPOEG丁1LA湖N闘PCYI丁6WGRTR一丁NGOLSQTLQOAYL-PSVD157
67:lSASKSlVHPSYNSN丁LNN-DIMLIKLKSAASLHSRVASiSLPTSCA-SAGTOCLlSGWGNTKSSGTSYPDVLKCLKA一一PILS148
84:LKIAKVFKNSKYNSLTlNN-DITI」」くLSTAASFSQTVSAVCLPSASDDFAAGTTCVTTGWGLTRYTNA閥TPDRLQQASL-PLLS166
189195216226
141:VNSISCSDYTGGVAVCA閥一RV閥Gl了A-G6DSGGPトFASGROV-GVASTSDRVN蝕TAYTNlTRYRSWlSO-VAGV203
GD GGPLHCLVNGQYAVHGVTSFVSRL
GD GGPLHCLVNGDYSVHGVTSFlfSSM
GDSGGPVVC-SG-KLOGiVSW6S-
GDSGGPL CKKNGAW丁LVGIVSW6S-S
亀
?
??
?
?
V丁RKPTVFTRVSAYlSWlN麗VIAS"240
V KKPTVFTRVSAYISWMNNVIAYT240
0K猷PεVY丁κVCMWS旧κOTlASM223
STSTPfiVYARVTALVNWVOQTLAAN245
Fig.10.AlignmentofaminoacidofPLDandserineproteases.PPEI;PancreaticelastaseI,RPE1;Rat
pancreaticelastaseIamdBovineChymo;bovinechymotrypsinA.Numberonalignmentareshownaschymotrypsin
number.
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Fig.11.Absorp"ona83aysands皿bs甘atespecific晦。A.AbsorptionassayusingSDS-PAGE.B.Sロbst戯especificity.
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Fig.12.PLAproductsdegradationassaywithPLAFilm(A)andPLAproduct(B).A.10mgofPLAfilmwereadded.
Residualweightoffilmwereshownaspercentage.B.PLDhasanabilityofdegradationof15mgofPLAproducts
completely.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
微生物 によ り分解 可能で ある生 分解性 プ ラスチ ックは,こ れ までに様 々なものが作 られ てい るが,
そ の中で もポ リ乳酸 は優れ た物 性等 の理 由に よ り,将 来 の大 量:生産お よび大量消 費が予 想 され てい
る。 しか しそ の土壌 中での分解 には年単位の時間 が必要 であ り,問 題 とな ってい る。 この よ うな背景
か ら本 研究 室で はポ リ乳酸分解 菌 の分子 生物学 的育種 を 目的 と して,ポ リ乳酸分解 菌 んηyco伽op∫'∫
sp。K104-1株をス ク リーニ ング し,世 界 で初 めてポ リ乳酸分解 酵素(PLD)の 精 製 に成 功 し,酵 素 の
諸性 質について報告 してい る。
本博 士論文 は更 な るPLDの 解析 と応用研 究 を進 め るこ とを 目的 として,PLD遺 伝 子の解析,組 換
えPLD(rPLD)の発 現お よび成熟型PLDの 生成機構,さ らにPLDに よるポ リ乳酸 の分解機構 につい
て研 究 を行 ってい る。
最初 にPLD遺 伝 子の ク ローニ ングを行い,塩 基配列お よびア ミノ酸配列 を行 ってい る。決定 した配
列 か ら予想 され る分子量 は,MALDI-TOF-MSを用 いた実測値 と完 全 に一致 してお り,決 定 した塩基
配 列お よびア ミノ酸 配列 の正確 さを証 明 した。精製酵 素は609bp,203アミノ酸 残基 か らな る分 子量
20,904のタンパ ク質で あるこ とを決定 した。
次 に,ク ロー ン化 した遺伝 子 が確 か にPLD遺 伝 子 であ る とい うこ との証 明 と,高 発現 系 の構 築
を 目的 としてPLDの5∫zερ∫o配ycε5Z朗面η3を用 い た発 現 系 の構 築 を行 っ てい る。 得 られ たrPLDは
んηycoZo∫op∫∫ s .K104-1株か らの精製 よ りも収量が18倍 に増加 し,そ の比活性や諸 性質 も一致 してい
た。 この ことか ら,3」醒ぬη∫を宿主 とした場合 で も正確 な タンパ ク質の折 りたたみ が行 われ ている こ
とを示 した。またrPLDの精製過程 におい てPLD前 駆体 を見 出 し,成熟 型PLDの 生成機構 を解 明 し,
さらにrPLDは成 熟型 になって初 めて活性 を持つ事 を,プ ロテ アー ゼザイ モ グラフィー を用い た解析
に よ り証明 してい る。
またPLDは プ ロテアーゼ活性 を有 してい るこ とか ら,rPLDのプ ロテアーゼ としての性 質 を解析 し
てい る。合成基質 を用いた解析,X線 結晶構造解析 が終了 してい る既知 のプ ロテアーゼ とのア ミノ酸
レベ ルでのホモ ロジー検索,お よび阻害剤 に対す る影響 な どか ら,PLDはエ ラス ターゼ様 の基質特 異
性 を もってい るが,活 性 中心に関わ るア ミノ酸 の違いな どか ら,新 規 のプ ロデアーゼで あるこ とを示
唆 してい る。またPLDに 保存 され ているプ ロテアーゼ活性 中心残基 がポ リ乳酸分解活性 にも関与 して
いる事 を,部 位 特異的変異 タンパ ク質 を作製 して証明 した。
最後 にPLDの 本 来 の基 質で あるポ リ乳酸 の分解機構 について解析 を行 ってい る。PLDの水溶 性 の
分解 産物には乳酸だ けでな く乳酸2量 体 が存在す るこ とをIH-NMRの構造決定 によ り証 明 した。 した
がって,PLDは ポ リ乳酸 をエ ン ド型酵素 として作用 し,高 分子 ポ リ乳酸 を最終的に乳酸 にまで分解す
る事を示 した。ポ リ乳酸 分解酵素の分解機構について明 らかに した知見は,こ れが初 めてであ る。
以上 のよ うに本研究 はPLDの 遺伝 子発現 か ら,成 熟型PLDの 生成お よびポ リ乳酸 の分解 に至 る一
連 の機構 を解 明 した もので あ り,審 査員一 同は本研 究者に博士(農 学)の 学位 を授 与す るのに値す る
もの と認定 した。
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